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Bax Interacts with the permeability transition pore to induce perｭ
meability transition and cytochrome c release in isolated mitoｭ
chondria. 
(ミトコンドリアにおける Bax の permeability transition pore への








きる。 1 つはシトクロムC がミトコンドリアより放出され、他の因子と共同でカスペース 3 を活性化しアポトーシス
を引き起こす。 2 つめは、ミトコンドリア内膜の透過性が非特異的に冗進する permeability transition (PT) とい
う現象で、その詳細なメカニズムや生理的意義は不明である o PT はカルシウム依存的に誘導され、膜電位の低下を
伴う。また、サイクロスポリンA によって抑制される o PT はPT pore という蛋白複合体からなるチャネルが開くこ
とにより誘導されるとされ、その構成要素として外膜側に VDAC (voltage-dependent anion channel)、内膜側に
ANT (adenin nucleotide translocator) などが想定されている。
一方、アポトーシス調節蛋白である Bcl- 2 ファミリ -tの中でアポトーシス促進性の Bax は、細胞にアポトーシス




て Bax に着目し、 Bax のミトコンドリアにおける作用を検討したo
【方法】
1 . ラット肝より単離したミトコンドリアにリコンビナント Bax (rBax) とその類似蛋白 Bak (rBak)、アポトーシ
ス抑制性 Bcl- 2 ファミリーの Bcl-XL (rBclxL) および種々の因子を加え培養し、 PT の指標としてミトコンドリアの
膜電位(ム W) や腫脹の程度を測定した。また、培養上清中に放出されたシトクロムCの量を Western blot 法にて評
価した。
2. Bax および Bax と VDAC との結合を免疫沈降法を用いて検討した。
【成績】
1. Bax、 Bak のミトコンドリアに対する影響
rBax あるいは rBak を単離ミトコンドリアに加えると膜電位の低下やミトコンドリア腫脹を惹起したD これらの




2. Bax、 Bak のミトコンドリアに対する機能ドメイン
アポトーシス促進性 Bcl- 2 ファミリーのアポトーシス誘導能に重要なドメインとして知られる BH (Bcl-2 homol-
ogy) 3 ドメインを欠いた rBax は PT およびシトクロムc放出誘導能が減弱していた。逆に、 Bax、 Bak 由来の BH3
ペプチドは単離ミトコンドリアにおいて PT およびシトクロムCの放出を誘導した。
3. Bax、 Bak による PT およびシトクロ.b. c放出誘導に対する BCXL、 Bcl- 2 の影響
rBcl-xL を rBax あるいは rBak に共存させると単離ミトコンドリアにおけるPTおよびシトクロムC放出が抑制され
た。また、肝臓に Bcl- 2 を高発現した transgenic mouse の肝から単離したミトコンドリアに rBax、 rBak を加える
と non-transgenic mouse 由来のミトコンドリアに比べ、 PT およびシトクロムC放出が抑制された。
4. Bax、 Bak に誘導されるPTとシトクロム C放出の関係
単離ミトコンドリアにおいて rBax、 rBak によるシトクロムC放出はPT阻害剤存在下で抑制された。
5. Bax、 Bak と PT pore の結合
PT pore 構成要素の VDAC は Bax、 Bak と共沈した。
【総括】
1. Bax、 Bak は直接ミトコンドリアに作用することによって PT およびシトクロムC放出を誘導した。また、これら
の作用に BH3 ドメインが必須であった。
2. Bcl-XL、 Bcl- 2 は単離ミトコンドリアにおいて Bax、 Bak による PT およびシトクロムC放出を抑制したo
3. Bax、 Bak によーるシトクロムC放出はPTに依存していたo
4. Bax、 Bak は VDAC と結合したo




ファミリーのうちアポトーシス抑制性の Bcl- 2 や Bcl-XL がミトコンドリアに存在し、また、アポトーシス促進性の
Bax はアポトーシスの刺激が細胞に入ると細胞質からミトコンドリアに移動する。また、ミトコンドリアに細胞死の
シグナルが伝わると、ミトコンドリアよりシトクロムcが細胞質に放出され、細胞死の実行蛋白質であるカスペース




本研究は、ミトコンドリアに細胞死のシグナルを直接伝える因子として Bax に注目し、 ミトコンドリアにおける
Bax の機能をシトクロムC放出やPTを指標として解析したものであるo ラットより単離したミトコンドリアに Bax お
よびその類似蛋白質である Bak を加えると PT およびシトクロムc 放出が引き起こされた。これらの現象は BH 3 ド
メインに依存しており、 Bcl- 2 や Bcl-XL により抑制された。 Bax、 Bak 誘導性のシトクロムc放出はPT阻害剤によっ
て抑制され、 Bax、 Bak がPT依存的にシトクロムCのミトコンドリアからの放出を引き起こしていると考えられた。
そこで、 Bax， Bak の作用部位として PT pore 複合体に着目し、ミトコンドリア外膜側の構成タンパク質とされる
VDAC と Bax、 Bak との結合を免疫沈降法で示した。これは、 Bax 、 Bak と PT pore 複合体の相互作用がミトコン
ドリアからのシトクロムc放出を引き起こすことを示唆しており、アポトーシスにおけるミトコンドリアからのシト
クロムc放出のメカニズム解明に寄与するものであり、学位に値すると考えられる O
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